Abstract-Activated microglia is one of the most important cellular components of poststroke neuroinflammation, which occurs early in the area of the infarct but also in remote regions with fiber tract connections to the site of the primary lesion. The development of different radioligands for the translocator protein, a mitochondrial membrane protein expressed in microglial cells when they transform from the resting to the activated state, allows to study the temporal dynamics of this cellular neuroinflammatory component in vivo in animal models and human stroke using positron emission tomography. In this article, we review the advantage and limitations of current and future methods for microglia imaging as well as new results of multimodal imaging approaches in clinical stroke, which try to combine microglia imaging with diffusion tensor imaging to investigate the clinical relevance of remote microglia activation along fiber tracts for poststroke recovery. (Stroke. 2011;42:00-00.)
M icroglia constitutes up to 10% of the total cell population of the brain. As resident macrophages of the central nervous system, microglia phagocytose cellular debris, present foreign antigens, and are sensors of pathological events including ischemia. 1 Microglia changes from a resting to an activated state in response to central nervous system insults that stimulate them to function as phagocytes. 2 In this activation process, they undergo a shift in their effector program by transforming their morphology, proliferating, releasing proinflammatory compounds and increasing expression of immunomodulatory surface antigens. 3 As one of the consequences, the translocator protein 18 kDa (TSPO), formerly known as the peripheral benzodiazepine receptor (PBR), is upregulated in mitochondria of activated microglia and may thus serve as a biomarker of inflammation. Several radioligands have been developed to image the activation of microglia in experimental models and various diseases of the central nervous system. 4, 5 After a brief introduction to the translocator protein/PBR, we review ligands for TSPO imaging, discuss TSPO expression in stroke, and review the current literature about TSPO expression in animal models and clinical imaging studies in humans.
The Translocator Protein/PBR
TSPO is an 18-kDa protein localized at the outer mitochondrial membrane as part of a hetero-oligomeric complex comprised of the voltage-dependent anion channel and an adenine nucleotide carrier forming the putative mitochondrial permeability transition pore. 6 It plays a role in steroid synthesis, but other functions in microglia have been hypothesized. TSPO was first discovered as a benzodiazepinebinding site distinct from the central ␥-aminobutyric acidergic receptor-binding site and was named PBR. 7 This nomenclature is confusing because this receptor does not mediate effects of benzodiazepines. Therefore, it was renamed "translocator protein-18kDa" (TSPO) to reflect its function in cholesterol translocation in steroid-synthesizing cells and the molecular weight of the protein. 8 Increased binding of Ro5-4864 (a benzodiazepine) and PK 11195 (an isoquinoline) was detected as a sign of microglia activation and as an indirect index of neuronal degeneration. 9 Now it is interpreted as a marker of neuroinflammation rather than one of neurodegeneration, because it is regularly observed also in nondegenerative brain diseases.
11195, although numerous limitations have been pointed out 5 ; it displays a high level of nonspecific binding and a poor signal-to-noise ratio, which complicates its quantification; carbon-11 labeling (half-life: 20.38 minutes) limits clinical use; and quantification of relevant parameters as kinetic constants and binding potential are complicated by difficulties to define a true reference region (ie, a receptor-free region). Therefore, the interpretations of the results have been limited mainly to an agreement between areas with increased PK 11195 uptake and the known distribution of a given pathology. 11, 12 In the special case of unilateral lesions, like stroke, the use of uptake ratios (relative to mirror regions in the unaffected hemisphere) partially accounts for regional variations in unspecific binding. Increased uptake ratios indicate increased microglia activity. High unspecific binding in the mirror region may lead to false-negative results. Radioligands for neuroinflammation with a significantly improved target-to-background ratio over PK 11195 in animal models are currently under investigation. As discussed by Chauveau et al, 5 several new phenoxyaryl acetamides and imidazopyridin tracers have a higher target-to-noise ratio than PK 11195 and some have favorable pharmacokinetic properties. Additionally, some promising fluorine-18 tracers ( 18 F-PBR06, 18 F-FEDHA1106, ) are now available and tested 13 ; they would permit a decisive step for wider dissemination of PBR imaging in clinical studies. However, the clinical use of some of these new compounds (eg, 11 C-PBR28) for quantification of microglia activity might be limited by the fact that there is some interindividual variability in the binding affinity of TSPO for these substances (low-, mixed-, and high-affinity binders), which is not the case for PK 11195. 14 It should also be mentioned in this context that MRI-based techniques can be used for the detection of neuroinflammation. Macrophages can be labeled by ultrasmall supramagnetic iron oxide nanoparticles 15, 16 and contrast agents can document endothelial activation, 17 but these techniques detect disturbance of vascular integrity rather than microglial activation.
TSPO Expression
In the healthy brain, TSPO expression is minimal and can be found in astrocytes, microglia, endothelial, and ependymal cells using anti-TSPO antibodies. 18 After injury (ischemic, toxic, or mechanic), TSPO expression is increased in microglia (resident macrophages) as well as in macrophages entering the brain from the blood within the first days after the insult. 4, 11, 19 This constellation makes TSPO an ideal and sensitive marker to detect early inflammatory changes throughout the injured brain.
Selective high-affinity ligands can be used for in vitro receptor autoradiography and binding assays as well as for in vivo imaging techniques in animals and humans like positron emission tomography and single photon emission CT. Timedependent and region-specific increases of TSPO levels have been measured in areas with neuronal loss or axonal injury after exposure to neurotoxicants. 9 After these early invasive assessment of the temporal and spatial pattern of glial cell activation, TSPO has been used as a biomarker of brain injury and inflammation in neurodegenerative diseases, in ischemia or stroke, in multiple sclerosis and experimental autoimmune encephalitis, in virus encephalitis, and in physical trauma. 4, 11, 20 Early observations reported TSPO expression in brain cells appearing to have both astrocytic and macrophage-like morphology. 21 Later studies, using immunohistochemical markers rather than morphology to distinguish microglia and macrophages from astrocytes, demonstrated elevated TSPO ligand binding on macrophages and microglia rather than astrocytes in the regions of neuronal damage within days after ischemia. 22 Although the most important one, microglia, the resident brain macrophages, are not the only cell type expressing TSPO after stroke (Figure 1 ), macrophages invading the brain from the blood also express TSPO and are difficult to separate from microglia morphologically or functionally. 23 Using chimeric green fluorescent protein-expressing mice, it was shown that resident activated microglia is the predominant cell type in the acute and subacute phase after stroke. 24 In the late phase, astrocytes in the peri-infarct region can also express TSPO. 18, 25 The time course of radioligand binding to TSPO, however, seems to closely follow the temporal profile of microglia/macrophages activation rather than astrocytes. This might indicate that microglia/macrophages express relative more TSPO than astrocytes or that the affinity for the radioligands of TSPO subtypes expressed by astrocytes is different. 19 
TSPO Expression/Glia Activation in Experimental Ischemia
Early studies in ischemia models using 3 H-PK 11195 autoradiography demonstrated increased binding sites in the area of infarction and in the boundary zones between major arteries in hypertensive animals, which were associated with reactive glia cells and macrophages and reached a maximum 4 to 8 days after the induction of local ischemia. 21 In transient forebrain ischemia with 4-vessel occlusion, the increase of peripheral benzodiazepine binding was related to the duration of ischemia. 26 In unilateral cortical photothrombotic infarcts followed from 1 to 7 days by autoradiography, the time and spatial localization of 3 H-PK 11195 correlated with the appearance of macrophages around the lesion, whereas reactive astrocytes occupied a separate region outside the area defined by 3 H-PK 11195. In another autoradiographic study in the 4-vessel occlusion model for transient forebrain ischemia, microglia were selectively activated in the CA1 segments, whereas astrocytes appeared to be activated in hippocampal cell layers. However, activated astrocytes were also found in regions that did not exhibit increased 3 H-PK 11195 binding. This finding supports the assumption that activated microglia rather than astrocytes express TSPO/PBR after ischemic insult. 22 Applying high-resolution microPET to imaging expression of TSPO/PBR in transient experimental ischemia, a high signal was detected in the core of ischemia starting on Day 4 and increasing to Day 7, and this strong signal was related to microglia/macrophages. A less prominent signal indicating elevated TSPO expression was observed in the region surrounding the infarct at Day 7, which could be attributed to reactive astrocytes. These results demonstrate cellular heterogeneity for TSPO/PBR expression depending on intrinsic features of inflammatory cells. 25, 26 In permanent ischemia in rats induced by macrosphere injection into the middle cerebral artery, no increase in 3 H-PK 11195 binding was found in the infarct core 7 days after the attack, but the permanent middle cerebral artery ischemia caused increased tracer binding in the normoperfused periinfarct zone, which was colocalized with an increased glucose metabolism and accumulated microglia and macrophages. This peri-infarct neuroinflammation might contribute to the extension of tissue damage. 27 In a rat model inducing middle cerebral artery occlusion by a filament for 2 hours, the TSPO/PBR expression was followed with a new tracer ( 18 F-DPA714) for 21 days. Positron emission tomographic imaging showed significant increase in tracer uptake on the injured side on Days 7 to 21 with a maximum at Day 11. Immunohistochemistry could relate the increased TSPO/PBR expression to cells expressing microglia/macrophage antigens in the ischemic area. At later times, a centripetal migration of astrocytes toward the lesion was observed, promoting the formation of an astrocytic scar. 19 All these data suggest that TSPO/PBR expression is mainly related to activated microglia, but under special conditions could also be observed in astrocytes. The extent of activation is dependent on time and severity of the insult; progressing tissue damage or even increased risk of injury seems to be accompanied by increased TSPO/PBR expression. Some data suggest that proliferating microglia in the surrounding of ischemic lesions produce neurotrophic factors such as insulin growth factor-1, which might be neuroprotective. 28 
Microglia Activation in Clinical Stroke
Many histological studies have documented the presence of activated microglia in the ischemic brain after stroke in humans. Abundant reactive microglia/macrophages have been found in the ischemic core within 1 to 2 days after ischemic infarction. Over time, they extended from the ischemic core into the peri-infarct zones. 3 In the area of the infarct, phagocytic microglia mainly express the major histocompatibility complex antigens of Type 1, in sites remote from the brain lesion the nonphagocytic microglia expressing major histocompatibility complex antigens of Type 2 antigens is prevalent. 29 These remote sites have fiber tract connections to the original lesion and microglia activation could be traced down to the spinal cord 30 in patients with stroke affecting the pyramidal tract. Positron emission tomographic imaging using the TPSO/PBR radioligand 11 C-PK 11195 has therefore successfully been used to map activated microglia in stroke.
Ramsay et al 31 imaged 11 C-PK 11195 binding over time and observed that increase in tracer binding was just discernible around the outer border of the lesion on Day 6. At Day 13, images of 11 C-PK 11195 binding showed well-defined areas of increased radioactivity in the left hemisphere outside the lesion, which was also present at Day 20 after stroke. These areas of increased 11 C-PK 11195 uptake were related to regions with intensity changes in T1-weighted MRI in an observational case series, 32 but over time, the increased tracer binding involved the area of the primary lesion as well as areas distant from the core of infarction. 33 In another sequential study on 4 cases, Price et al 34 further analyzed the temporal characteristics of the microglia activation; minimal binding was observed within the first 72 hour after stroke, but tracer binding increased significantly over the first week with some reduction by week 3 to 4. Spatially, binding was high within the ischemic core within 48 hours but did not extend to the peri-infarct zones until 7 to 10 days after stroke.
Remote microglia activation was studied with 11 C-PK 11195 in another case series of 7 patients with middle cerebral artery infarct. 35 Increased tracer binding was detected in the thalamus ipsilateral to the stroke in all 7 patients in whom the infarcts affected thalamocortical or corticothalamic fibers. Additionally, in some patients, areas with intense binding were observed around subcortical lesions and along subcortical white matter tracts, that is, the internal capsule and the corticospinal tract. In these rather late investigations (2 to 24 months after stroke), some increased binding was seen around but not within the cortical and most likely necrotic infarct tissue. Increased 11 C-PK 11195 binding in remote areas of the contralateral hemisphere or in the thalamus was also observed in individual cases in the other studies. 31, 33, 34 These preliminary findings suggested that remote microglia activation after stroke might be an indicator of secondary fiber tract degeneration.
This possible relationship between neuroinflammatory reaction and integrity of white matter tracts has recently been investigated more systematically by combining microglia positron emission tomography with diffusion tensor imaging. 36 Diffusion tensor imaging acquires information about the anisotropic diffusion of water molecules along white matter fiber tracts, giving detailed information about tissue microstructure. Fractional anisotropy provides an index of the diffusion characteristics of water molecules preferentially directed along the axis of major axonal pathways. Changes in fractional anisotropy have been shown to reflect the ischemic damage to the pyramidal tract in patients with internal capsule stroke, which will eventually lead to secondary tract degeneration. 37, 38 Using diffusion tensor imaging-based definitions of the pyramidal tract, Radlinska et al 36 demonstrated in a prospective controlled study that microglia activation occurs along the pyramidal tract anterograde to the lesion only in those patients with acute subcortical stroke, where the pyramidal tract was affected ( Figure 2 ). These anterograde tract portions are that who will undergo Wallerian degeneration in the weeks and months after stroke. This relationship was further investigated in a similarly designed but longitudinal study, 39 in which the extent of anterograde microglia activity in the brain stem was found to be linearly related to the extent of pyramidal tract damage in the early (2 weeks) and chronic (6 months) phase after stroke ( Figure 3 ). This indicates that the extent of ischemic damage to the tract (as measured with diffusion tensor imaging) determines the extent of microglia activation along the tract. This remote inflammatory activity was positively related with outcome, indicating a possible neuroprotective role or repair function of microglia cells along the tract portions undergoing Wallerian degeneration. In contrast, local microglia activity in the area of the infarct was only related to persisting tract damage in the chronic phase and correlated negatively with clinical outcome. Thus, a prolonged inflammatory response may lead to further degeneration of fiber tracts in the chronic phase. This relationship between microglia activity in the area of the infarct and rehabilitation outcome has also been investigated in an animal model. 40 Rats exposed to an enriched environ- Differential time course of microglia activation in the infarct (yellow arrows) and along fiber tracts (red arrows). Six months after stroke, microglia activity in the infarct decreases but persists along the pyramidal tract. ment after photothrombotic stroke and undergoing rehabilitation training had a significantly better outcome and fewer activated microglia in the peri-infarct region than rats held in standard cages. These results seem to contrast with studies describing the production of neuroprotective substances (brainderived neurotrophic factor, insulin growth factor-1) by activated microglia cells, thus suggesting a potential beneficial role. 28 Further research is needed to reconcile these seemingly conflicting findings by better understanding the time course, 39 location, 35 and subtypes 29 of activated microglia.
Conclusion
Expression of TPSO/PBR as a measure of microglia/macrophages activation is usually seen early after ischemia in the infarct core. From there, microglia cells spread into the rim of the ischemic region and peri-infarct tissue, where they might be an indicator for progressive secondary damage, but might also be a target for therapeutic intervention. Remote from the infarct, microglia activation is seen along fiber tracts or in relay nuclei, which might indicate neuroprotective or regenerative activity along fiber bundles undergoing Wallerian degeneration. The combination of fiber tract and microglia imaging offers a new method to study these relationships and their relevance for poststroke recovery. Микроглия составляет до 10% от общего числа кле-ток головного мозга. В качестве резидентных макрофа-гов центральной нервной системы (ЦНС) микроглия фагоцитирует продукты распада клеток, чужеродные антигены и очень чувствительна к патологическим событиям, включая ишемию [1] . Микроглия перехо-дит из состояния покоя в активное состояние в ответ на повреждения ЦНС, стимулирующие ее фагоци-тарную функцию [2] . При этом в процессе активации происходит изменение эффекторных программ клеток микроглии путем изменения их морфологии, пролифе-рации, высвобождения провоспалительных соедине-ний и повышения экспрессии иммуномодулирующих поверхностных антигенов [3] . Одним из последствий активации является повышение в митохондриях акти-вированной микроглии экспрессии белка-транслока-тора 18 кДа (TSPO), который ранее был известен как периферический бензодиазепиновый рецептор (ПБР), и в связи с этим его можно использовать как биомар-кер воспаления. Было разработано несколько радиоли-гандов для визуализации активированной микроглии в экспериментальных моделях и при различных забо-леваниях ЦНС [4, 5] .
Source of Funding
После этого краткого ознакомления с белком-транс-локатором/ПБР в статье рассматриваются лиганды для визуализации TSPO, обсуждается экспрессия TSPO при инсульте и дан обзор современной литературы об экспрессии TSPO в моделях на животных и по дан-ным клинических исследований с участием людей.
белок-транслокатор/Пбр
TSPO является белком массой 18 кДа, локализован-ным на внешней мембране митохондрий. Он входит в гетеро-олигомерный комплекс, состоящий из потен-циал-зависимого анионного канала и переносчика адениннуклеотида, формирующих, вероятно, мито-хондриальную пору переходной проницаемости [6] . Он играет роль в синтезе стероидов, но предполагается наличие и других его функций в клетках микроглии. TSPO впервые обнаружили в качестве участка связы-вания бензодиазепинов, отличного от центрального связывающего участка γ-аминомасляного ацидерги-ческого рецептора, в связи с чем его назвали ПБР [7] . Такая терминология сбивает с толку, поскольку этот рецептор не участвует в опосредовании эффектов бен-зодиазепинов. В связи с этим он был переименован в "белок транслокатор 18 кДА" (TSPO). Этот термин соответствует его роли в транслокации холестерина в стероид-синтезирующие клетки и содержит указание на молекулярную массу протеина [8] . Усиление свя-зывания Ro5-4864 (бензодиазепина) и PK 11195 (изо-хинолина) обнаружили в качестве признака активации микроглии и косвенного показателя дегенерации ней-ронов [9] . В настоящее время его считают маркером нейровоспаления, а не нейродегенерации, поскольку TSPO регулярно обнаруживают и при ненейродегене-ративных заболеваниях головного мозга.
лиганды для TSPO/Пбр
Было синтезировано много лигандов для TSPO, и 3 H-, 11 C-и 18 F-меченые соединения изучили в моделях на животных. Эти радиолиганды относятся к разным классам химических соединений -бензодиазепинам, карбоксамидам хинолина, ацетамидам индола, алка-лоидам барвинка, оксодигидропуринам, феноксиари-лацетамидам и имидазопиридинам [5, 10] -но лишь немногие из них используют в практике. Первым радио-активным индикатором, который до сих пор широко используется в исследованиях, является 11 C-PK 11195, хотя его применение сопряжено с многочисленными ограничениями [5] : высокий уровень неспецифическо-го связывания и низкое отношение сигнал-шум затруд-няет его количественную оценку, углерод-11 мечение (период полураспада 20,38 минут) ограничивает его клиническое применение, а количественная оценка соответствующих параметров, таких как кинетические константы и связывающий потенциал, осложняет-ся трудностями в определении истинной референ-сной области (т.е., области без рецепторов). Таким образом, интерпретация результатов была ограниче-на главным образом выявлением совпадения между областями с повышенным поглощением PK 11195 и известным распределением зон патологических изменений [11, 12] . В особом случае ипсилатераль-ного поражения, такого как инсульт, соотношение поглощения (по отношению к зеркальным областям в непораженном полушарии) частично является при-чиной региональных различий в неспецифическом связывании. Увеличение соотношения поглощения свидетельствует о повышении активности микроглии. Повышение неспецифического связывания в контрла-теральной очагу поражения области может привести к ложноотрицательным результатам. Радиолиганды для нейровоспаления со значительно улучшенным по отношению к PK 11195 отношением патологическое накопление/фоновое содержание в настоящее время являются предметом изучения в моделях на животных. Как отмечали F. Chauveau и соавт. [5] , у нескольких новых феноксиарил ацетамидов и имидазопиридино-вых радиоактивных индикаторов это отношение более высокое, чем у PK 11195, а у некоторых отмечены бла-гоприятные фармакокинетические свойства. Кроме того, в настоящее время доступны и изучаются неко-торые перспективные фтор-18 радиоактивные индика-торы ( 18 F-PBR06, 18 F-FEDHA1106, 18 F-DPA-714) [13] , их использование, возможно, станет решающим шагом для более широкого распространения визуализации ПБР в клинических исследованиях. Однако клини-ческое использование некоторых из этих новых соеди-нений (например, 11 C-PBR28) для количественного определения активности микроглии может быть огра-ничено тем, что существует некоторая вариабельность в связывающей способности TSPO с этими вещества-ми (низкая, средняя и высокая связывающая способ-ность), что не характерно для PK 11195 [14] .
В этом контексте следует также упомянуть, что для обнаружения нейровоспаления можно использовать методы МРТ-обследования. Макрофаги можно поме-тить сверхмалыми суперпарамагнитными наночас-тицами оксида железа [15, 16] и с помощью конт-растного вещества подтвердить активацию эндотелия [17] , но это методы позволяют обнаружить нарушение целостности сосудов, но не активацию микроглии.
Экспрессия TSPO
В здоровом мозге экспрессия TSPO минимальна, и ее можно обнаружить в астроцитах, микроглии, эндотелиальных и эпендимных клетках с использова-нием анти-TSPO антител [18] .
После поражения (ишемического, токсического или механического) экспрессия TSPO повышается в мик-роглии (резидентных макрофагах), а также в макрофа-гах, поступающих в головной мозг из крови в первые дни после инсульта [4, 11, 19] . Эта совокупность фак-торов делает TSPO идеальным и чувствительным мар-кером для выявления ранних воспалительных измене-ний во всех отделах пораженного головного мозга.
Селективные лиганды с высоким аффинитетом можно использовать для ауторадиографии рецепторов in vitro и анализа связывания, а также для визуализации in vivo у животных и людей, таких как позитронно-эмиссионная томография и однофотонная эмиссион-ная компьютерная томография (ОФЭКТ). Зависимую от времени и региональную специфику повышения уровня TSPO изучали в областях гибели нейронов или поражения аксонов после действия нейротоксинов [9] . После этой ранней инвазивной оценки временнóй и пространственной структуры активации глиальных клеток, TSPO использовали в качестве биомаркера поражения головного мозга и воспаления при нейро-дегенеративных заболеваниях, при ишемии и инсуль-те, рассеянном склерозе и экспериментальном аутоим-мунном энцефалите, вирусном энцефалите и сомати-ческой/физической травме [4, 11, 20] .
В ранее проведенных наблюдениях обнаружили, что экспрессия TSPO в клетках мозга аналогична тако-вой у астроцитов и макрофагов [21] . В более позд-них исследованиях с помощью иммуногистохимичес-ких маркеров вместо морфологических исследований по разграничению микроглии, макрофагов и астро-цитов продемонстрировали повышение связывания лиганда TSPO на макрофагах и микроглии, а не на аст-роцитах в областях с повреждением нейронов в тече-ние нескольких дней после ишемии [22] .
Важно отметить, что микроглия в качестве резиден-тных макрофагов головного мозга не является единс-твенным типом клеток, экспрессирующих TSPO после инсульта (рис. 1), т.к. макрофаги, поступающие в голов-ной мозг из крови, также экспрессируют TSPO и их трудно морфологически или функционально отли-чить от микроглии [23] . В опыте с использованием гибридный мышей, экспрессирующих зеленый флу-оресцентный белок, было показано, что резидентная активированная микроглия является преобладающим типом клеток в остром и подостром периодах после инсульта [24] . В позднем периоде астроциты в пери-инфарктной зоне также могут экспрессировать TSPO [18, 25] . Однако динамика связывания радиолигандов с TSPO представляется тесно связанной с временны`м профилем активации микроглии/макрофагов, а не астроцитов. Это может означать, что микроглия/мак-рофаги экспрессируют относительно больше TSPO, чем астроциты, или что аффинитет к радиолигандам для подтипов TSPO, экспрессируемых астроцитами, различен [19] .
Экспрессия TSPO/активация глии при экспериментальной ишемии В ранее проведенных исследованиях на моделях ишемии с использованием 3 H-PK 11195 ауторадиогра-фии было продемонстрировано увеличение участков связывания в зоне инфаркта и в пограничных зонах между крупными артериями у животных с артериаль-ной гипертензией, что было обусловлено наличием реактивных клеток глии и макрофагов и площадь этих зон достигала максимума с 4-го по 8-й день после индуцирования локальной ишемии [21] . При транзи-торной ишемии переднего мозга с окклюзией 4 сосу-дов, увеличение периферического бензодиазепиново-го связывания коррелировало с продолжительностью ишемии [26] . При одностороннем кортикальном фото-тромботическом инфаркте с последующим проведе-нием ауторадиографии в течение 1-7 дней, временнáя и пространственная локализация 3 H-PK 11195 корре-лировала с появлением макрофагов вокруг очага пора-жения, в то время как реактивные астроциты заселяли отдельную область за пределами зоны, определенной при введении 3H-PK 11195. В другом ауторадиографи-ческом исследовании в модели транзиторной ишемии переднего мозга с окклюзией 4 сосудов, избиратель-ную активацию микроглии отметили в СА1 сегментах, в то время как активация астроцитов происходила в клеточных слоях гиппокампа. Тем не менее активи-рованные астроциты также обнаружили в регионах без повышенного связывания 3 H-PK 11195. Этот резуль-тат подтверждает предположение, что не астроциты а активированная микроглия экспрессирует TSPO/ПБР после ишемического поражения [22] .
При использовании микроПЭТ с высоким разреше-нием для визуализации экспрессии TSPO/ПБР при транзиторной экспериментальной ишемии, высо-кий уровень сигнала регистрировали в ядре ишемии, начиная с 4-го дня, с повышением вплоть до 7-го дня, и этот четкий сигнал был связан с микроглией/ макрофагами. Менее выраженный сигнал, указыва-ющий на повышенную экспрессию TSPO, наблюдали в области, окружающей зону инфаркта, на 7-й день, и он мог быть связан с наличием реактивных астро-цитов. Эти результаты свидетельствуют о клеточной гетерогенности в экспрессии TSPO/ПБР в зависи-мости от характерных особенностей воспалительных клеток [25, 26] .
При стойкой ишемии у крыс, индуцированной инъекцией макросфер в среднюю мозговую артерию, в течение 7 дней после ишемической атаки не уда-лось обнаружить увеличения 3 H-PK 11195 связывания в ядре инфаркта, но ишемия в результате стойкой окклюзии средней мозговой артерии вызвала увеличе-ние связывания меченых веществ в периинфарктной зоне с нормальным кровоснабжением, которая сов-падала по локализации с зоной повышенного метабо-лизма глюкозы и скопления микроглии и макрофагов. Это нейровоспаление в периинфарктной зоне может способствовать расширению зоны необратимого пов-реждения вещества мозга [27] .
В модели окклюзии средней мозговой артерии с помощью нити у крыс в течение 2 часов экспрессию TSPO/ПБР отслеживали с помощью нового радиоак-тивного индикатора ( 18 F-DPA714) в течение 21 дня. Позитронно-эмиссионная томография показала зна-чительное увеличение поглощения меченого вещест-ва на стороне поражения с 7-го по 21-й день с мак-симумом на 11-й день. Иммуногистохимическими методами была установлена связь между повышением экспрессии TSPO/ПБР и клетками, экспрессирующи-ми антигены микроглии/макрофагов в зоне ишемии. Позднее наблюдали центростремительную миграцию рисунок 1. Распределение TSPO-положительных клеток. Приблизительная плотность распределения клеток, экспрессирующих TSPO, в различные временны`е интервалы после ишемического инсульта. Указано количество, скомпилированное по результатам исследований Martin A., Boisgard R., Theze B., Van Camp N., Kuhnast B., Damont A., Kassiou M., Dolle F., Tavitian B. Исследование радиолиганда для ПБР/TSPO [(18) F]DPA-714 в модели очаговой церебральной ишемии у крыс. J Cereb Blood Flow Metab. 2010; 30:230-241[19] Neurol. 2005; 196:290-297[24]) астроцитов к зоне поражения, которая способствовала образованию астроцитарного рубца [19] .
Все эти данные позволяют предположить, что экс-прессия TSPO/ПБР в основном связана с активиро-ванной микроглией, но в особых условиях может также наблюдаться в астроцитах. Степень активации зависит от времени и степени тяжести повреждения; прогрес-сирующее повреждение тканей или даже повышенный риск поражения, по всей видимости, сопровождается усилением экспрессии TSPO/ПБР. Некоторые данные позволяют предположить, что пролиферирующая мик-роглия, окружающая зону ишемического поражения продуцирует нейротрофические факторы, такие как инсулиновый фактор роста-1, которые могут оказы-вать нейропротекторное действие [28] .
Активация микроглии при клиническом инсульте
Многие гистологические исследования подтвердили наличие активированной микроглии в ишемизирован-ном мозге у людей после инсульта. Обилие реактивной микроглии/макрофагов было обнаружено в ядре ише-мии в течение 1-2 дней после ишемического инфаркта. С течением времени эти клетки мигрировали от ядра ишемии в периинфарктные зоны [3] . В зоне инфаркта фагоцитирующая микроглия в основном экспресси-ровала антигены 1 типа главного комплекса гистосов-местимости, а в участках, отдаленных от зоны пораже-ния головного мозга, преобладала нефагоцитирующая микроглия, экспрессирующая антигены 2 типа глав-ного комплекса гистосовместимости [29] . Эти уда-ленные участки соединяются с первичным пораже-нием посредством проводящих путей, и у пациентов с инсультом, с поражением пирамидного пути, можно отследить активацию микроглии вплоть до спинного мозга [30] . В связи с этим успешно применяется позит-ронно-эмиссионная томография с использованием 11 C-PK 11195 радиолиганда для TPSO/ПБР для карти-рования активированной микроглии при инсульте.
S.C. Ramsay и соавт.
[31] визуализировали 11 C-PK 11195 связывание в течение долгого времени и отметили, что увеличение связывания радиоактив-ного индикатора было едва заметно вокруг внешней границы зоны поражения на 6-й день. На 13-й день на изображениях 11 C-PK 11195 связывания удалось обнаружить четко определенные области повышенной радиоактивности в левом полушарии за пределами зоны поражения, которые также сохранялись на 20-й день после инсульта. Эти области повышенного погло-щения 11 C-PK 11195 совпадали с областями изменения интенсивности МР-сигнала на Т1-взвешенных изобра-жениях в обсервационных исследованиях серий случа-ев [32] , но с течением времени повышенное связывание радиоактивных индикаторов регистрировали не толь-ко в области первичного поражения, но и в регионах, удаленных от ядра инфаркта [33] . В другом проспек-тивном исследовании 4 случаев, C.J. Price и соавт. [34] дополнительно проанализировали временны`е характе-ристики активации микроглии; минимальное связыва-ние регистрировали в первые 72 часа после инсульта, но связывание радиоактивного лиганда значительно увеличилось в течение первой недели с некоторым снижением на 3-4-й неделях после инсульта. В про-странственном отношении связывание было высоким в зоне ядра ишемии в течение 48 часов, но не рас-пространялось на периинфарктные зоны вплоть до 7-10-го дня после инсульта.
Активацию удаленно расположенной микроглии изучали с помощью 11 C-PK 11195 в другой серии слу-чаев из 7 пациентов с инфарктом в бассейне кровос-набжения средней мозговой артерии [35] . Увеличение связывания радиоактивного индикатора обнаружили в ипсилатеральном инсульту таламусе у всех 7 паци-ентов, у которых в результате инфаркта пострадали таламокортикальные или кортикоталамические волок-на. Кроме того, у некоторых пациентов отметили наличие участков с интенсивным связыванием вокруг субкортикальных поражений и вдоль субкортикаль-ных проводящих путей белого вещества, а именно во внутренней капсуле и кортикоспинальном трак-те. В этих исследованиях, проведенных в достаточно позднем периоде после инсульта (от 2 до 24 месяцев), некоторое повышение связывания наблюдали вокруг, но не в пределах кортикальных, и, наиболее веро-ятно, некротических тканях инфаркта. Увеличение связывания 11 C-PK 11195 в отдаленных регионах кон-тралатерального полушария или в таламусе наблюдали также в отдельных случаях в других исследованиях [31, 33, 34] . Эти предварительные результаты позволили предположить, что активация удаленно рсположенной микроглии после инсульта может быть показателем вторичной дегенерации проводящих путей.
Возможную связь между нейровоспалительной реакцией и целостностью проводящих путей бело-го вещества недавно подвергли более тщательному систематическому изучению, используя сочетание позитронно-эмиссионной томографии микрог-лии с диффузионно-тензорной визуализацией [36] . Диффузионно-тензорная визуализация позволяет получить информацию об анизотропной диффу-зии молекул воды вдоль проводящих путей белого вещества, обеспечивая получение подробных данных о микроструктуре тканей. Фракционная анизотропия дает возможность рассчитать индекс диффузион-ных характеристик молекул воды, преимуществен-но направленных вдоль оси крупных аксональных путей. Было показано, что изменения во фракци-онной анизотропии отражают наличие ишемичес-кого повреждения пирамидного тракта у пациентов с инсультом в области внутренней капсулы, что в конечном итоге приводит к вторичной дегенерации проводящего пути [37, 38] . Визуализируя пирамид-ный тракт на основе диффузионно-тензорной МРТ, B.A. Radlinska и соавт.
[36] показали в проспектив-ном контролируемом исследовании, что актива-ция микроглии происходит по пирамидному трак-ту антеретроградно к зоне поражения только у тех пациентов с острым субкортикальным инсультом, у которых был поражен пирамидный тракт (рис. 2). Эти антеретроградные отделы проводящего пути в дальнейшем подвергаются Уоллеровской дегене-рации в течение нескольких недель и месяцев после инсульта. Эту взаимосвязь дополнительно изучили в продольном исследовании с аналогичным дизай-ном [39] , в котором было установлено, что степень антероградной активности микроглии в стволе голо-вного мозга имеет линейную зависимость от степени повреждения пирамидного тракта в раннем (2 неде-ли) и отдаленном (6 месяцев) периодах инсульта (рис. 3). Это означает, что степень ишемическо-го повреждения проводящего пути (определенная по результатам диффузионно-тензорной визуализа-ции) определяет степень активации микроглии вдоль проводящего пути. Эта отдаленная воспалительная активность была положительно связана с исходом, что указывает на возможную нейропротективную роль или наличие функции восстановления у клеток микроглии, расположенных вдоль участков прово-дящего пути, подвергшихся Уоллеровский дегене-рации. В отличие от этого локальная активность микроглии в области инфаркта была связана только с сохраняющимся повреждением проводящего пути в хронической стадии и отрицательно коррелировала с клиническим исходом. Таким образом, длительный воспалительный процесс может привести к дальней-шей дегенерации проводящих путей в хроническом периоде. Эту связь между активностью микроглии в области инфаркта и результатами реабилитации также изучали на модели у животных [40] . У крыс, помещенных в обогащенную среду после фототром-ботического инсульта и прошедших курс реабили-тационных процедур, исход был значительно лучше и активация микроглии в периинфарктных зонах была выражена меньше, чем у крыс, которых содер-жали в обычных клетках. Эти результаты, кажется, отличаются от исследований, описывающих продук-цию нейропротекторных веществ (нейротрофическо-го фактора головного мозга, инсулинового фактора роста-1) клетками активированной микроглии, что позволяет предположить возможную полезную роль этих клеток [28] . Необходимы дальнейшие исследо-вания, чтобы согласовать эти, казалось бы, противо-речивые данные с помощью более глубокого понима-ния динамики [39] , локализации [35] и подтипов [29] активированной микроглии. зАклЮЧеНие ■ Экспрессия TPSO/ПБР в зоне инфаркта как показа-тель активации микроглии/макрофагов обычно наблю-дается в ранние сроки после ишемии. Оттуда клетки микроглии мигрируют по краям зоны ишемии в пери-инфарктную область, где они могут быть показателем прогрессирующего вторичного поражения, а также могут быть мишенью для терапевтического вмешатель-ства. На удалении от зоны инфаркта, активацию мик-роглии можно обнаружить вдоль проводящих путей или в области соответствующих ядер, которая может обозначать нейропротекторную или регенеративную активность вдоль пучков волокон, подвергающихся Уоллеровской дегенерации. Сочетание визуализации проводящих путей и визуализации микроглии пред-ставляет собой новый метод для изучения этих взаи-мосвязей и их значимость для восстановления после инсульта.
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